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III.     MATERI DAN METODE 
 
3.1.  Waktu dan Tempat Penelitian 
  Penelitian ini telah dilaksanakan pada Oktober 2016 sampai Januari 2017, di 
Laboratorium Plant Protection Department (PPD) PT. Arara Abadi, Desa Pinang 
Sebatang, Kecamatan Tualang, Kabupaten Siak Riau.  
 
3.2.  Bahan dan Alat 
 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah: bibit akasia berumur 3 
bulan, isolat Phellinus noxius, isolat Phlebiopsis (diperoleh dari koleksi PPD PT. 
Arara Abadi), air steril, kentang, malt, agar, penicillin, sukrose, streptomycin 
sulfate, polymyxin, thiabendazole, dan alkohol. 
 Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Incubator, pinset, skepel, 
camera, corkbore, parang, polybag, kawat ose, alat tulis, plastik klip, autoclave, 
microwave, laminar air flow, pisau, cawan petri, timbangan analitik, lemari 
pendingin, labu erlenmeyer, dan spatula. 
 
3.3.  Metode Penelitian 
 Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 10 
perlakuan dan 10 ulangan. Setiap satuan percobaan terdapat satu tanaman, sehingga 
jumlah keseluruhan tanaman yaitu 100 tanaman, dengan perlakuan sebagai berikut: 
A1   = Tanaman Akasia (Kontrol) 
A2   = Tanaman Akasia + Patogen P. noxius (Ph) (Kontrol) 
A3   = Tanaman Akasia + Patogen P. noxius (Ph) + Phlebiopsis sp. (Pb 1) 
A4   = Tanaman Akasia + Patogen P. noxius (Ph) + Phlebiopsis sp. (Pb 2) 
A5   = Tanaman Akasia + Patogen P. noxius (Ph) + Phlebiopsis sp. (Pb 4) 
A6   = Tanaman Akasia + Patogen P. noxius (Ph) + Phlebiopsis sp. (Pb 5) 
A7   = Tanaman Akasia + Patogen P. noxius (Ph) + Phlebiopsis sp. (Pb 6) 
A8   = Tanaman Akasia + Patogen P. noxius (Ph) + Phlebiopsis sp. (Pb 8) 
A9   = Tanaman Akasia + Patogen P. noxius (Ph) + Phlebiopsis sp. (Pb 9) 
A10 = Tanaman Akasia + Patogen P. noxius (Ph) + Phlebiopsis sp. (Pb 10) 
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3.4.  Pelaksanaan Penelitian 
3.4.1 Persiapan Isolat 
 Isolat cendawan patogen Phellinus noxius dan cendawan agen pengendali 
hayati Phlebiopsis sp. diambil dari bank isolat yang berasal dari laboratorium Plant 
Protection Department (PPD)  PT. Arara Abadi, kemudian diperbanyak di media 
PSA (Potato Sucrose Agar) selanjutnya disimpan di dalam incubator selama 7 hari. 
Isolat yang sudah tumbuh kemudian diinokulasi. 
 
3.4.2 Inokulasi Isolat 
 Inokulasi isolat merupakan proses pemindahan isolat untuk dibiakkan 
kembali dan diperbanyak dengan menggunakan media kayu akasia yang sudah 
dipotong berbentuk persegi dengan berat ± 25 - 28 g yang telah disterilkan 
menggunakan Autoclave dengan suhu 121 ºC selama 2 jam. Agen pengendali hayat 
memiliki waktu inokulasi selama 7 sampai 15 hari pada suhu 27 ºC, sedangkan 
inokulasi patogen membutuhkan waktu 6 sampai 9 hari dengan suhu 27 ºC. 
 
3.4.3 PersiapanTanaman 
  Dalam penelitian ini menggunakan tanaman dari bibit akasia yang berumur 3 
bulan dari nursery. Bibit akasia yang digunakan adalah bibit yang sehat dan tidak 
terserang penyakit. 
 
3.4.4 Penanaman Bibit Akasia dan Inokulum P. noxius dan Phlebiopsis 
 Penanaman bibit akasia dilakukan di dalam polybag dengan ukuran 5 kg. 
dengan umur bibit 3 bulan yang siap tanam dan menggunakan media tanam top soil. 
Cendawan agen pengendali hayati dan patogen ditanam berdampingan dengan 
penanaman bibit akasia dengan jarak antar polybag 20 x 20 cm seperti pada 
(Gambar 3.1). Setelah dilakukan penanaman kemudian diletakkan di green house. 
 
 Cendawan patogen 
                        Cendawan antagonis 
    
Gambar 3.1. Ilustrasi Penanaman Bibit Akasia dan Inokulum (Mendham dan   
Rimbawanto, 2015). 
5cm 
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3.4.5 Perawatan Tanaman 
 Perawatan yang dilakukan adalah dengan melakukan penyiraman 2 kali dalam 
sehari di waktu pagi dan sore hari dengan menggunakan selang air, kemudian 
penyiangan gulma yang ada di green house setiap minggu dan tidak dilakukan 
pemupukan karena nutrisi yang ada dalam media sudah mencukupi kebutuhan 
dalam pembibitan. 
 
3.5.  Parameter Pengamatan 
 Pengamatan dilakukan setiap minggu setelah tanaman bergejala, sampai 
dengan minggu ke-12 setelah tanam. Pada minggu ke-12 tanaman dalam polybag 
dibongkar dan dilakukan pengecekan akar tanaman. Parameter yang diamati  
adalah: 
 
3.5.1 Keparahan Penyakit  
 Tingkat keparahan penyakit pada tanaman dilakukan dengan cara mengamati 
gejala luar tanaman. Perhitungan dilakukan setiap minggu setelah timbulnya gejala 
awal. Tingkat keparahan penyakit dihitung dengan menggunakan metode Khaeruni 
dkk, (2011) dengan menggunakan rumus: 
  KP = (n/N) x 100% 
Di mana : 
  KP : tingkat kejadian penyakit (%) 
  n : jumlah tanaman bergejala 
  N : jumlah tanaman yang diamati 
Kategori : 
0 : tidak terinfeksi 
1 : daun menguning < 25 % 
2 : daun menguning 25 – 50 % 
3 : daun menguning >50 % 
4 : mati 
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3.5.2 Persentase kolonisasi inokulum Phlebiopsis sp. terhadap P. noxius 
 Persentase kolonisasi inokulum Phlebiopsis sp. diamati berdasarkan tingkat 
kolonisasi terhadap inokulum P. noxius di akar tanaman pada akhir penelitian. 
Pengamatan dilakukan dengan cara membongkar tanaman kemudian perakarannya 
dibersihkan secara hati-hati dan dinilai persentase koloninya berdasarkan metode 
Rusae dkk, (2015) dengan rumus sebagai berikut : 
 
  IP = 
∑(ni.vi)
N.V
 x 100% 
 
Di mana : 
  IP : persentase koloni (%) 
   ni : jumlah tanaman yang terkoloni pada setiap kategori koloni 
  vi : nilai scoring koloni tiap tanaman 
  V : nilai scoring kategori koloni tinggi 
  N  : jumlah tanaman yang diamati 
Kategori : 
0 : tidak terkoloni 
1 : terkoloni < 25% 
2 : terkoloni 50% 
3 : terkoloni  75% 
4 : terkoloni 100% 
 
3.5.3 Uji koloni Inokulum  Cendawan secara  in vitro dengan Postulat Koch 
 Inokulum patogen yang terkoloni oleh agen pengendali hayati dipotong dan 
dilakukan pensterilan. Pensterilan dilakukan di laminar dengan menggunakan 
klorok 70% satu kali dan dibilas dengan air steril sebanyak dua kali. Kemudian akan 
ditumbuhkan di media Malt Agar Thiabendazole  (MAT). Media MAT ini 
mengandung malt, agar, penicillin, streptomycin sulfate, polymixin, dan larutan 
Teabendazole.  
 Pengamatan perkembangan pertumbuhan dilakukan setiap hari sampai 
menampakkan gejala. Gejala yang muncul dicatat dan dibandingkan dengan gejala 
awal di lapangan. Suatu cendawan dinyatakan sebagai patogen apabila hasil isolasi 
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dapat dibuktikan sama dengan yang diinokulasikan Rusae dkk, (2015) dapat dilihat 
pada Gambar 3.2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 3.2 .Ilustrasi pengecekan inokulum tanaman yang terkoloni 
 
3.6. Analisis Data 
 Data hasil pengamatan intensitas serangan dan keparahan penyakit pada daun 
dianalisis secara deskriptif dan disajikan dalam bentuk persentase (%). Sedangkan 
analisis data keparahan penyakit pada akar diolah secara statistik dengan 
menggunakan program SPSS. Jika hasil sidik ragam menunjukkan perbedaan yang 
nyata, maka dilakukan Uji Lanjur menggunakan Uji Jarak Duncan (UJD) pada taraf 
5%. 
  Model Rancangan Acak Lengkap yang digunakan adalah : 
Yij = µ + Ʈi + єij 
Dimana : 
 i   = 1,2,3,…..a 
 j   = 1,2,3,…..b 
 Yij  = Pengamatan pada Faktor A taraf ke-i dan Faktor B taraf ke-j 
 µ  = Rataan umum 
 Ʈi  = Pengaruh perlakuan ke-i 
 єij = pengaruh galat percobaan pada perlakuan  ke-I dan ulangan ke-j 
 
 Data dari hasil pengamatan masing-masing perlakuan diolah secara statistik 
dengan menggunakan Analisis Sidik Ragam Rancangan Acak Lengkap pada Tabel 
(3.1). 
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Table 3.1. Sidik Ragam Rancangan Acak Lengkap 
Sumber 
Keragaman 
(SK) 
Derajat 
Bebas 
(DB) 
Jumlah 
Kuadrat 
(JK) 
Kuadrat 
Tengah 
(KT) 
F- Hitung F- Tabel 
5%        
1% 
Perlakuan 
Galat  
a – 1 
ab (r - 1) 
JKP 
JKG 
KTP 
KTG 
KTP/KTG  
Total  rab - 1 JKT KTT   
 
Keterangan : 
Faktor Koreksi (FK) = 
Y..2
ij
 
Jumlah Kuadrat Total (JKT) = ∑𝑌ijk2- FK 
Jumlah kuadrat perlakuan (JKP) = 
∑Yij
𝑟
 - FK 
Jumlah Kuadrat Galat (JKG) = JKT – JKP 
 Jika perlakuan berbeda nyata maka dilakukan uji lanjut Uji Jarak Duncan 
(UJD) pada taraf 5%. Model Uji Jarak Duncan yaitu : 
   UJDα = Rα (ρ, db galat) x √𝐾𝑇𝐺 / Ulangan 
Keterangan : 
α  : Taraf uji nyata 
ρ  : Banyaknya perlakuan 
R  : Nilai dari table Uji Jarak Duncan (UJD) 
KTG : Kuadrat Tengah Galat 
 
 
 
 
